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^] (54) Title: CELL PREPARATION AND USE OF THE PREPARATION FOR TREATING JOINTS AND CARTILAGE DEFECTS, 
AND METHODS FOR THE PRODUCTION THEREOF 

fT) (54) Bezeichnung: ZELLPRAPARAT UND VERWENDUNG DES PRAPARATS ZUR BEH ANDLUNG VON GELENKEN UND 
KNORPELDEFEKTEN, SOWIE VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG 

00 

^ (57) Abstract: The invention relates to a cell preparation for therapeutic and/or cosmetic use in humans and/or animals, containing: 
a) human or animal cells, which; b) had been cultured while using a substance or substance mixtures that activate(s) CD44 expression 
^■s of these cells, and which present an increased CD44 expression of these cells. 



(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein Zellpraparat zur therapeutischen undVoder kosmetischen Anwen- 
dung beim Menschen und/oder Tier enthaltend a) humane oder tierische Zellen die b) unter Zusatz einer CD44 Expression dieser 
Zellen aktivierenden Substanz bzw. Substanzgemischen kultiviert wurden und eine erhOhte CD44-Expression dieser Zellen vorliegt. 
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Zellpraparat und Verwendung des Praparats zur Behand- 
lung von Gelenken und Knorpeldef ekten, sowie 
Verfahren zur Her st el lung 

Die Erfindung betrifft neue intraartikular , intradis- 
cal, subcutan, intracutan oder epicutan (topisch) an- 
wendbare Zellpraparate, welche humane oder tierische 
Zellen enthalten, welche unter Zusatz einer die CD44 
Expression dieser Zellen aktivierenden Substanz bzw. 
Substanzgemischen kultiviert wurden, wobei das Prapa- 
rat eine erhohte CD44 -Expression dieser Zellen auf- 
weist. An die so vorbehandelten Zellen wird dann Hya- 
luronsaure gebunden. 

15 Diese Zellpraparate dienen der medizinischen Behand- 

lung und/oder kosmetischen Anwendung. Die Erfindung 
betrifft weiterhin ein Verfahren zur Herstellung des 
Praparates . 
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Die Arthrose beginnt mit einer initialen Schadigung 
des Knorpelgewebes aufgrund verschiedener Ursachen. 
Dabei tritt neben einer Reduktion der Anzahl intakter 
5 Chondrozyten auch eine reaktive Synovialitis auf , 

welche ihrerseits sowohl zu pathologischen Verande- 
rungen der Synovial fliissigkeit u.a. zur Abnahme der 
Konzentration und des Molekulargewichtes Hyaluronsau- 
re fuhrt, sowie die Freisetzung von Ent zundungsmedia- 

10 toren bewirkt. Dies fuhrt zu einer sekundaren Knor- 

pel schadigung und damit letztendlich zur Arthrose, 
welche neben dem Knorpelgewebe auch alle anderen Ge- 
lenkstrukturen betrifft. Es ist bekannt, dass intra - 
artikular applizierte Hyaluronsaure zur Verbesserung 

15 der Gelenkbeweglichkeit , zur Schmerzreduktion, zur 

Hemmung der Entzundungsprozesse und unter in vitro 
Bedingungen zur Steigerung der Chondrozyten -Proli- 
feration fiihrt (K.Kawasaki et al . (1999) Hyaluronic 
acid enhances proliferation and chondroitin sulfate 

2 0 synthesis in cultured chondrocytes embedded in colla- 

gen gels. J Cell Physiol. 179:142-148; D.Wohlrab et 
al. (2000) Unterschiede in der Reaktion humaner 
Chondrozyten auf verschiedene Hyaluronsaurepraparate . 
hylan news. 2:2-5) . 

25 

Die therapeutische Effektivitat intraartikular appli- 
zierter Hyaluronsaure ist von mehreren Faktoren ab- 
hangig. Bedingt durch die erhebliche MolekulgroSe der 
Hyaluronsaure (1- 6xl0 6 Da) muss diese mehrfach ge- 

3 0 spalten werden, bevor sie den intraartikularen Raum 

verlassen und ab- bzw. in Knorpelgewebe eingebaut 
werden kann. Diese Spaltungsprozesse nehmen in Abhan- 
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gigkeit der Molmasse der Hyaluronsaure Stunden bis 
mehrere Tage in Anspruch. Dieser Prozess wird auch 
wesentlich durch die Fahigkeit von Chondrozyten ge- 
steuert, iiber Rezeptoren Hyaluronsaure zu binden, wo- 
5 durch fur Hyaluronsaure im Vergleich zu anderen, nie- 

dermolekularen Substanzen (wie z. B. Lokalanastheti- 
ka) eine verlangerte intraartikulare Verweildauer 
nachzuweisen ist. 

An der Oberflache der Zellmernbran von Chondrozyten 
werden die Matrixrezeptoren CD44 und/oder Integrine 
exprimiert . Beide Rezeptorf amilien spielen in der Ho- 
moostase des Gelenkknorpels eine zentrale Rolle. Ins- 
besondere CD44 Rezeptoren, ein sehr variables und 
multifunktionelles Glykoprotein, wurde als der we- 
sentlichste Zelloberf lachenrezeptor fur Hyaluronsaure 
erkannt (Proteins 39 (2000) 103-111). Der CD44-Rezep- 
tor ist an der Oberflache der Zellmernbran vieler vi- 
taler humaner Zellen lokalisiert. Er ist ein Hyalu- 
ronsaure -bindendes , membranint erkal ierende s Glycopro- 
tein, welches mit Zytoskelettproteinen interaktiert . 
Es ist sowohl an der intrazellularen Signalweiterlei- 
tung als auch an einer Zell-Zell bzw. Zell-Matrix- 
Interaktion beteiligt. Der genaue Mechanismus dieser 
Vorgange ist bisher nicht vollstandig bekannt • CD44 
besitzt eine hohe Affinitat zur Hyaluronsaure, Gerin- 
gere Affinitaten bestehen auch fur Chondroitinsulf at 
und Heparansulf an. 

30 Das CD44-Gen ist auf dem Chromosom 11 lokalisiert. Es 

besteht aus 2 0 Exons, davon werden immer 10 expri- 
miert (CD44H) . Die anderen 10 kodieren extrazellulare 
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Regionen (genannt vl-vlO) . Diese werden als unter- 
schiedliche Splicevarianten bezeichnet. CD44-Isofor- 
men sind in unterschiedlichen humanen Gewebearten 
(z.B. Tonsillen, Schilddruse, Brust, Prostata, Cer- 
5 vix, Osophagus, Epithel, Haut) nachgewiesen worden. 

Auch an der Zellmembran humaner Chondrozyten wurde 
bereits der CD44-Rezeptor nachgewiesen. Die CD44- 
Expression der Chondrozyten im hyalinen Knorpelgewebe 

10 ist eine wesentliche Voraussetzung fur die Bindung 

von Hyaluronsaure, wobei die Intensitat der Hyaluron- 
saurebindung von der Anzahl, der Aktivierung und In- 
tensitat der Expression entsprechender Rezeptoren ab- 
hangig ist Die im Knorpelgewebe gebundene Hyaluron- 

15 saure ist in der Lage f die entsprechenden Funktionen 

als Matrixbaustein zu erfiillen. 



20 



25 



Die chemische Struktur der Hyaluronsaure (Hyaluronan) 
entspricht der Formel 



H 




H3C-CO-NH 



n = 2000-3000 



30 



Ungeachtet der positiven klinischen Erfahrungen mit 
hochmolekularer Hyaluronsaure bzw. deren Salzen (Mol- 
masse > lxlO 6 Dalton) , ist die Kenntnis Uber den 
Wirkmechanismus bei der Auf rechterhaltung der Homo- 
ostase des Gelenkknorpels unvollstandig. Der bisheri- 
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ge Wissenstand weist intraartikular applizierte Hya- 
luronsaure als ein Schmier- und Gleitmittel aus. 

Des Weiteren wurde nachgewiesen, dass Hyaluronsaure 
intraartikular ent zundungshemmende Eigenschaf ten be- 
sitzt. Die bisherigen Ergebnisse die mit hochmolkula- 
rer Hyaluronsaure bzw. deren Salze erzielt wurden, 
sind jedoch in Bezug auf Regeration der Gelenkstruk- 
turen nicht bef riedigend. 

Somit best and die Aufgabe, intraartikular, intradis- 
cal, subcutan oder intracutan anwendbare Zellprapara- 
te zur Verfugung zu stellen, urn eine verbesserte Re- 
generation von Gelenkstrukturen, insbesondere des Ge» 
lenkknorpels und/oder Gelenkfunktion und/oder Entzun- 
dungshemmung durch Hyaluronsaure und/oder deren Sal- 
ze, verglichen mit der alleinigen Substitution der 
Hyaluronsaure, zu ermoglichen. Eine weitere Aufgabe 
besteht darin, ein geeignetes Verfahren zur Herstel- 
lung eines derartiges Praparates anzugeben. 

Die Aufgabe wird in Bezug auf das Zellpraparat durch 
die Merkmale des Patentanspruches 1 und in Bezug auf 
die Verwendung durch die Merkmale des Anspruches 15 
25 gelost. Das Verfahren zur Herstellung des Zellprapa- 

rates ist durch die Merkmale der Anspruche 19 bis 21 
gekennzeichnet . Die Unteranspruche geben vorteilhafte 
Weiterbildungen an. 

3 0 Erf indungsgemaS wird somit ein Zellpraparat zur the- 

rapeutischen und/oder kosmetischen Anwendung beim 
Menschen und/oder Tier vorgeschlagen, das humane oder 
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tierische Zellen enthalt, die unter Zusatz einer die 
• CD44 Expression dieser Zellen aktivierenden Substanz 
bzw. Substanzgemisch kultiviert wurden, wobei das 
Zellpraparat eine erhohte CD44 Expression dieser Zel- 
5 len aufweist. Dieses Zellpraparat zeigt ausgezeichne- 

te Bindungseigenschaf ten fur Hyaluronsaure , dessen 
Salze und/oder Fragment. 

Uberraschenderweise hat es sich gezeigt, dass ein 
derartiges Zellpraparat, das intraartikular , intra- 
discal, subcutan oder intracutan angewendet werden 
kann, eine deutlich verbesserte Regeneration von Ge- 
lenkstrukturen verglichen mit der Hyaluronsaure 
und/oder dessen Salze zeigt. 

Fur das erf indungsgemafie Zellpraparat sind grundsatz- 
lich alle humanen oder tierischen Zellen geeignet. 
Bevorzugt sind die Zellen autologen, allogenen oder 
xenogenen Ursprungs . Der Erfinder konnte zeigen, dass 
es dabei besonders bevorzugt ist, wenn die Zellen 
Chondrozyten, Keratinozyten, Fibroplasten und/oder 
Meniskus zellen sind. Die benutzten Zellen konnen aus 
Gewebe isoliert oder durch Dif f erenzierungsvorgange 
aus anderen Zellsystemen z. B. Stammzellen oder 
Fibroblasten erhalten werden. 

Besonders bevorzugt ist es dabei, wenn im Falle von 
Chondrozyten diese aus dem Knorpelgewebe isoliert 
wurden. Im Falle von Keratinozyten ist es gunstig, 
30 wenn diese aus der Epidermis isoliert werden. Wenn 

Meniskuszellen eingesetzt werden, konnen diese aus 
dem Meniskusgewebe isoliert werden. Selbstverstand- 
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lich konnen die vorstehend beschriebenen Zellen auch 
durch Dif f erenzierungsvorgange aus anderen Zellsyste- 
men z. B . aus Stammzellen oder Fibroblasten erhalten 
werden . 

Erf indungsgemaS umfasst die Erf indung bei der Hyalu- 
ronsaure auch dessen physiologisch vertragliche Salze 
sowie Spaltprodukte dieser Verbindungen . Die Erf in- 
dung schlieSt selbstver standi ich auch Ausf iihrungsf or- 
men ein, bei denen die Hyaluronsaure und die Spalt- 
produkte gemeinsam eingesetzt werden. 

Es hat sich weiter gezeigt, dass es vorteilhaft ist, 
wenn der Anteil an der oder an den Verbindungen aus- 
15 gewahlt aus Hyaluronsaure, den physiologisch vertrag- 

lichen Salzen der Hyaluronsaure sowie den Spaltpro- 
dukten dieser Verbindungen von 0,001 bis 5,0 Gew.-% 
bezogen auf die gesamte galenische Formulierung be- 
tragt . 

20 

Beim erf indungsgemafien Zellpraparat ist es bevorzugt, 
wenn die Zellen Chondroitin sind. Selbstverstandlich 
kann das Zellpraparat zusatzlich noch Chondroitinsul- 
fat sowie Spaltprodukte dieser Verbindungen enthal- 

25 ten. Eine weitere bevorzugte Aus fuhrungs form sieht 

vor, dass beim Zellpraparat eine oder mehrere Be- 
standteile des physiologischen Knorpels (beispiels- 
weise Glukosaminglykane oder Proteoglykane) enthalten 
sind. Auch ist es bevorzugt, wenn eine oder mehrere 

3 0 Substanzen mit Radikalf angereigenschaf ten enthalten 

sind. Beispiele hierfur sind Tocopherol oder Flavo- 
noide. Weitere Substanzen die das Zellpraparat ent- 
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halten kann, sind eine oder mehrere Subst arizen mit 
steroidale oder corticosteroidale Wirkung, eine oder 
mehrere nicht steroidale Antiphlogistika (auch nicht 
steroidale Antirheumatika) , eine oder mehrere Analge- 
tika, eine oder mehrere Substanzen mit hemmender Wir- 
kung auf die Prostaglandinsynthese, insbesondere Li- 
poxygenasehemmer , Cyclooxygenasehemmer , Cyclooxygena- 
sehemmer und Phospholipase A2-Hemmer, eine oder meh- 
rere wachstumsstimulierende oder wachs s turns r egul i e - 
rende Substanzen sogenannte Wachs turns faktoren, eine 
oder mehrere Vitamine, eine oder mehrere Antioxidan- 
tien und/ oder eine oder mehrere Substanzen mit was- 
serbindenden Eigenschaf ten. 

Als die CD44 -Expression von Zellen, insbesondere 
Chondrozyten aktivierende Subst anz wird bevorzugt 
mindestens ein Lokalanasthetikum oder Derivate dieser 
Verbindung eingesetzt. 

Das erf indungsgemaSe Zellpraparat kann an und fur 
sich in alien bekannten gangigen Formulierungen be- 
reitgestellt werden. So ist es bevorzugt, das Zell- 
praparat in Form einer Matrix, einer Losung, einer 
Suspension, einer Emulsion, einer Paste, einer Salbe, 
eines Gels, eine Creme oder einer Lotion oder eines 
Sprays anzuwenden . 

Die Erfindung betrifft weiterhin die Verwendung des 
vorstehend beschriebenen Zellpraparats zur therapeu- 
tischen und/oder kosmetischen Anwendung beim Menschen 
und/ oder Tier. 
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Die Erfindung betrifft auch die Verweriduhg des vor- 
stehend beschriebenen Zellpraparats zur Herstellung 
eines Arzneimittels, insbesondere zur Herstellung ei- 
nes Arzneimittels zur intraartikularen, intradisca- 
len, subcutanen, intracutanen Oder epicutanen (to- 
pi sch) Anwendung . 

Bevorzugt ist es dabei, werm das Zellpraparat zur Be- 
handlung von degenerativen Erkrankungen menschlicher 
oder tierischer Gelenke angewendet wird. 

Nachfolgend sind einige spezifische Verwendungen von 
ausgewahlten Zellpraparat en angegeben. 

die Verwendung von einer oder mehrere Verbindun- 
gen ausgewahlt aus humanen Chondrozyten oder an- 
deren humanen oder tierischen Zellen, Hyaluron- 
saure, den physiologisch vertraglichen Salzen 
der Hyaluronsaure sowie den Spaltprodukten die- 
ser Verbindungen und eine die CD44 Expression 
von Chondrozyten aktivierende Substanz oder Sub- 
stanzgemischen, bevorzugt ein Lokalanasthetikum 
oder mehreren Lokalanasthetika oder den Deriva- 
ten dieser Verbindungen zur Herstellung eines 
intraartikular, intradiscal, subcutan oder 
intracutan anwendbaren Zellpraparates, 

die Verwendung von einer oder mehrere Verbindun 
gen ausgewahlt aus humanen Chondrozyten oder an 
deren humanen oder tierischen Zellen, Hyaluron- 
saure, den physiologisch vertraglichen Salzen 
der Hyaluronsaure sowie Spaltprodukten dieser 
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Verbindungen und von einer die CD44 Expression 
von Chondrozyten aktivierende Substanz oder Sub- 
stanzgemisch zur Steigerung der humanen und/oder 
t i e r i s chen Chondr o zy t enpr o 1 i f er a t i on , 

5 

die Verwendung von einer oder mehrere Verbindun- 
gen ausgewahlt aus humanen Chondrozyten oder an- 
deren humanen oder tierischen Zellen, Hyaluron- 
saure, den physiologisch vertraglichen Salzen 
10 der Hyaluronsaure sowie Spaltprodukten dieser 

Verbindungen und von einem Lokalanasthetikum 
oder mehreren Lokalanasthetika oder den Deriva- 
ten dieser Verbindungen zur Veranderung der 
CD44 -Rezeptorexpression 

15 

die Verwendung von einer oder mehrere Verbindun- 
gen ausgewahlt aus humanen Chondrozyten oder an- 
deren humanen oder tierischen Zellen, Hyaluron- 
saure, den physiologisch vertraglichen Salzen 

20 der Hyaluronsaure sowie Spaltprodukten dieser 

Verbindungen und von einem Lokalanasthetikum 
oder mehreren Lokalanasthetika oder den Deriva- 
ten dieser Verbindungen zur Stabilisierung 
und/oder Regeneration von einzelnen oder mehre- 

25 ren Gelenkstrukturen, insbesondere des Gelenk- 

knorpels und der Menisken, 

die Verwendung von einer oder mehrere Verbindun- 
gen ausgewahlt aus humanen Chondrozyten oder an- 
3 0 deren humanen oder tierischen Zellen, Hyaluron- 

saure, den physiologisch vertraglichen Salzen 
der Hyaluronsaure sowie Spaltprodukten dieser 
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Verbindungen und von einem Lokal anas the tikum 
oder mehreren Lokalanasthetika oder den Deriva- 
ten dieser Verbindungen zur Verbesserung der Ge- 
lenkbeweglichkeit , 

die Verwendung von einer oder mehrere Verbindun- 
gen ausgewahlt aus humanen Chondrozyten oder an- 
deren humanen oder tierischen Zellen, Hyaluron- 
saure, den physiologisch vertraglichen Salzen 
der Hyaluronsaure sowie Spaltprodukten dieser 
Verbindungen und von einem Lokalanasthetikum 
oder mehreren Lokalanasthetika oder den Deriva- 
ten dieser Verbindungen zur Hemmung von Entzun- 
dungsprozessen, 

die Verwendung von einer oder mehrere Verbindun- 
gen ausgewahlt aus humanen Chondrozyten oder an- 
deren humanen oder tierischen Zellen, Hyaluron- 
saure, den physiologisch vertraglichen Salzen 
der Hyaluronsaure sowie Spaltprodukten dieser 
Verbindungen und von einem Lokalanasthetikum 
oder mehreren Lokalanasthetika oder den Deriva- 
ten dieser Verbindungen zur Verbesserung der 
Schmerzreduktion. 

Die Anwendung des erf indungsgemaSen Zellpraparates 
kann sowohl am Menschen als auch an Tieren erfolgen. 
Die erf indungsgemaSen Zellpraparate konnen sowohl in 
der Human- und in der Veterinarmedizin angewendet 
werden. Die Anwendungsgebiete der erf indungsgemaSen 
Zellpraparate betreffen die Therapie, Prophylaxe 
und/oder Metaphylaxe von Gelenkknorpel- , Knochen- und 
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Knorpelknochendef ekten, Meniskus- und Bandscheibenla- 
sionen sowie andere Knorpeldef ekte (z.B. Nasen- und 
Ohrknorpel) auch unter kosmetischen Gesichtspunkten. 

Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur 
Herstellung des vorstehend beschriebenen Zellprapa- 
rats. Erf indungsgemaS werden danach humane oder tie- 
rische Zellen unter Zusatz einer die CD44 Expression 
dieser Zellen aktivierenden Substanz bzw. Substanzge- 
misch hiervon kultiviert. Wesentlich ist nun, dass 
die CD44-Rezeptorexpression nur fur eine bestimmte 
Zeit iiberproportional gesteigert wird. Es hat sich 
gezeigt, dass bei einer Zeitspanne fur die Kultivie- 
rung der Zellen von 6 bis 15 Tage, bevorzugt 9 bis 11 
Tage, ganz besonders bevorzugt nach 10 Tagen die 
CD44-Rezeptorexpression innerhalb von 12 bis 72 Stun- 
den am besten ist. Innerhalb dieser Zeitspanne sind 
24 bis 48 Stunden besonders gunstig. Die Zellen be- 
sitzen wahrend dieser Zeitspanne of f ensichtlich be- 
sonders viele freie Rezeptoren fur CD44, so dass sie 
sich gut an die Hyaluronsaure binden. 

Gegebenenf alls konnen weitere Wirk-Hilfe- und/oder 
Tragerstoffe zugesetzt werden urn eine geeignete For- 
25 mulierung zu erhalten. Nachfolgend sind geeignete 

Verfahren angegeben. 

Herstellung eines intraartikular , intradiscal, 
subcutan oder intracutan anwendbaren Zellprapa- 
3 0 rates, wobei man humane Chondrozyten oder andere 

humane oder tierische Zellen, eine oder mehrere 
Verbindungen ausgewahlt aus Hyaluronsaure, den 
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physiologisch vertraglichen Salzen der Hyaluron- 
saure sowie den Spaltprodukten dieser Verbindun- 
gen und eine die CD44 Expression von Chondrozy- 
ten aktivierende Substanz oder Substanzgemischen 
5 gegebenenf alls mit weiteren Wirkstoffen, Hilfs- 

und/oder Tragerstof f en in ein geeignetes Zell- 
praparat bringt . 

Herstellung eines intraartikular , intradiscal, 
subcutan oder intracutan anwendbaren Zellprapa- 
rates, wobei man humane Chondrozyten oder andere 
humane oder tierische Zellen, eine oder mehrere 
Verbindungen ausgewahlt aus Hyaluronsaure, den 
physiologisch vertraglichen Salzen der Hyaluron- 
saure sowie den Spaltprodukten dieser Verbindun- 
gen und eine die CD44 Expression aktivierende 
Substanz bzw. Substanzgemischen und uber den pH- 
Wert der Formulierung eine optimale Bindung der 
Zellen an Hyaluronsaure bzw, der Hyaluronsaure 
an die Zellen und/oder den physiologisch ver- 
traglichen Salzen der Hyaluronsaure und/oder den 
Spaltprodukten dieser Verbindungen erreicht . 

Die Erfindung soil an einem konkreten Beispiel erlau- 
25 tert werden, ohne sie darauf zu beschranken: 
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Beispiel 1: 

Beeinf lussung der CD44-Rezeptorexpression humaner 
Chondrozyten durch Lidocain 

5 Herstellung 

Lidocainhydrochlorid (Universitatsapotheke der Mar- 
tin-Luther-Universitat Halle -Wittenberg) lag primar 
in Pulverform vor. Dieses wurde in entsprechender 
Menge in RPMI -Medium (Seromed, Berlin) gelost, sodass 
eine Endkonzentration von 0,1 mmol/1 Lidocain vorlag. 
AnschlieSend erfolgte die Sterilf iltration. Die Sub- 
stanzzugabe zur Zellkultur erfolgte beim letzten Me- 
diumwechsel am 10. Kulturtag. 

Preparation des biologischen Materials 

Die Untersuchungen erfolgten an humanen Chondrozyten, 
welche aus arthrotisch verandertem Kniegelenksknorpel 
isoliert wurden. Das Knorpelgewebe entstammte den bei 
der Implantation von Knietotalendoprothesen resizier- 
ten femoralen Gelenkf lachen. Es wurde ausschliefilich 
arthrotisch verandertes Knorpelgewebe von drei ver- 
schiedenen Patienten ohne bekannte relevante Nebener- 
krankungen, insbesondere ohne rheumatoide Arthritis, 
verwandt . 

Die intraoperativ gewonnenen Knochen-Knorpelf ragmente 
wurden zunachst in s'teriles L15 Medium (Seromed, Ber- 
30 lin) als Transportmedium uberf uhrt . AnschlieSend er- 

folgte unter sterilen Bedingungen die Ablosung des 
Knorpelgewebes vom subchondralen Knochen mittels 
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Skalpell sowie eine scharfe Durchtrennung des Gewebes 
in ca. 1mm 3 grofie Stucke. Die enzymatische Isolierung 
der Chondrozyten aus den Knorpelstucken erfolgte mit- 
tels Pronase und Kollagenase A (Boehringer Mannheim) 
5 uber eine Zeitspanne von 16 Stunden. 



Versuchsbedingungen 

Die isolierten Chondrozyten wurden in Zellkulturf la- 
schen in RPMI -Medium (Seromed, Berlin) unter Zusatz 

10 verschiedener Antibiotika bei 3 7°C und 5% Kohlendi- 

oxid im Brutschrank als Mono 1 aye rkultur kultiviert. 
Der Mediumwechsel erfolgte alle 2 Tage. Am 10. Kul- 
turtag erfolgte letzmalig ein Mediumwechsel- Hier er- 
folgte die Zugabe von Lidocain im Zellkulturmedium in 

15 einer Konzentration 0,1 mmol/1. Zusatzlich wurde je- 

weils eine unbehandelte Chondrozytenpopulation als 
Kontrolle mitgef uhrt . Die Kulturdauer betrug 11, 12 
bzw. 13 Tage. 



2 0 Versuchsdurchf uhrung 

Der Nachweis des CD44-Membranproteins bei humanen 
Chondrozyten erfolgte 24, 48 bzw. 72 Stunden nach Zu- 
gabe des Lidocains f lowzytometrisch durch Vergleich 
mit der Isotypkontrolle (ms-IgGl-FITC, Mouse IgGl, 

25 DAKO Diagnostika GmbH, Mannheim) . Dabei wurde die An- 

zahl der merkmalstragenden Zellen gegen die Fluores- 
zenzintensitat des FITC-konjugierten CD44-Antikorpers 
(anti-CD44H-FITC, DAKO) aufgetragen. 

Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in Fig. 1 dar- 
30 gestellt. 



WO 2004/083364 



16 



PCT7EP2004/002820 



Fig. 1: Flowzytometrische Bestimmung der CD44- 

Rezeptorexpression humaner in vitro 
kultivierter Chondrozyten unter dem 
5 Einfluss von 0,1 mmol/1 Lidocain 

in Abhangigkeit von der Kulturdauer. 
Zugabe von Lidocain am 10. Kulturtag. 
(N=5) (# signifikant im Vergleich zur 
Kontrollgruppe (CD44) , p<0,05) 
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Pat ent anspruche 

1. Zellpraparat zur therapeutischen und/oder kosme- 
5 tischen Anwendung beim Menschen und/oder Tier 

enthaltend humane oder tierische Zellen, die un- 
ter Zusatz einer die CD44 Expression dieser Zel- 
len aktivierenden Substanz bzw. Substanzgemi- 
schen kultiviert wurden, an die Hyaluronsaure 
0 und/oder deren physiologisch vertragliche Salze 

und/oder Spaltprodukte hiervon gebunden sind. 



2. Zellpraparat nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet , dass der Anteil an der 

5 oder an den Verbindungen ausgewahlt aus Hyalu- 

ronsaure, den physiologisch vertraglichen Salzen 
der Hyaluronsaure sowie den Spaltprodukten die- 
ser Verbindungen von 0,001 bis 5,0 Gew.-% bezo- 
gen auf die gesamte Formulierung betragt. 

0 

3. Zellpraparat nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet , dass die die CD44 -Expression der 
Zellen aktivierende Substanz mindestens ein Lo- 
kalanasthetikum und/oder ein Derivat und/oder 

5 eine Mischung hiervon ist. 



4 . Zellpraparat nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet , dass die be- 
nutzten Zellen autologen, allogenen, oder xeno- 
0 genen Ursprungs sind. 
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5 . Zellpraparat nach einem der vorhergehenden An- 

spruche, dadurch gekennzeichnet , dass die Zellen 
Chondrozyten, Keratinbzyten, Fibroblasten 
und/oder Meniskuszellen sind. 

5 

6. Zellpraparat nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen 
aus Gewebe isoliert wurden, oder durch Differen- 
zierungsvorgange aus anderen Zellsysteme ent- 

10 standen sind. 

7. Zellpraparat nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, dass Chondrozy- 
ten enthalten sind, die aus dem Knorpelgewebe 

15 isoliert wurden oder durch Dif f erenzierungsvor- 

gange aus anderen Zellsystemen entstanden sind. 

8. Zellpraparat nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, dass Keratino- 

2 0 zyten enthalten sind, die aus der Epidermis iso- 

liert wurden, oder durch Dif f erenzierungsvorgan- 
ge aus anderen Zellsystemen entstanden sind. 

9. Zellpraparat nach einem der vorhergehenden An- 
25 spruche, dadurch gekennzeichnet, dass Fibro- 
blasten enthalten sind, die isoliert wurden, 
oder durch Dif f erenzierungsvorgange aus anderen 
Zellsystemen entstanden sind. 
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10. Zellpraparat nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, dass Meniskus- 
zellen enthalten sind, die aus dem Meniskusgewe- 

. be isoliert wurden, oder durch Dif f erenzierungs- 
5 vorgange aus anderen Zellsystemen entstanden 

sind. 

11. Zellpraparat nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, dass zusatzlich 

10 Chondroitin, Chondroitinsulf ate sowie Spaltpro- 

dukte in dieser Verbindungen enthalten sind. 

12. Zellpraparat nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, dass zusatzlich 

15 ein oder mehrere Bestandteile des physiologi- 

schen Knorpels enthalten sind. 

13 . Zellpraparat nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, dass zusatzlich 

2 0 eine oder mehrere Substanzen mit Radikalf anger- 

eigenschaf ten, eine oder mehrere Substanzen mit 
steroidaler oder corticosteroidaler Wirkung, ei- 
ne oder mehrere nichtsteroidale Antiphlogistika, 
eine oder mehrere Analgetika, eine oder mehrere 
25 Substanzen mit hemmender Wirkung auf die Prosta- 

glandinsynthese, insbesondere Lipoxygenasehem- 
mer, Cyclooxygenasehemmer und Phospholipase A2- 
Hemmer, eine oder mehrere wachstumsstimulierende 
oder wachstumsregulierende Substanzen (sogenann- 

3 0 te Wachstumsfaktoren) , eine oder mehrere Vitami- 

ne, eine oder mehrere Antioxydantien und/oder 
eine oder mehrere Substanzen mit wasserbindenden 
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Eigenschaf ten enthalten sind. 



14. Zellpraparat nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet , dass es bevor- 
5 zugt in Form einer Matrix, einer Losung, einer 

Suspension, einer Emulsion, einer Paste, einer 
Salbe, eines Gels # einer Creme, einer Lotion 
oder eines Sprays vorliegt - 



10 15. Verwendung eines Zellpraparates nach einem der 

vorhergehenden Anspruche, zur therapeutischen 
und/oder kosmetischen Anwendung beim Menschen 
und/oder Tier. 



15 16. Verwendung eines Zellpraparates nach einem der 

Anspruche 1 bis 15, zur Herstellung eines Arz- 
neimittels . 



17. Verwendung nach dem vorhergehenden Anspruch zur 
2 0 Herstellung eines intraartikular , intradiscal, 

subcutan, intracutan oder epicutan (topisch) an- 
wendbaren Transplantates . 



18. Verwendung nach einem der Anspruche 15 bis 17, 
25 zur Behandlung von degenerativen Erkrankungen 

menschlicher oder tierischer Gelenke, insbeson- 
dere zur Behandlung von traumatischen Erkrankun- 
gen aller menschlichen oder tierischen Gelenke, 
zur Therapie, Prophylaxe und/oder Metaphylaxe 
3 0 von Gelenkerkrankungen und von Gelenkf unktions- 

storungen, zur Therapie, Prophylaxe und/oder Me- 
taphylaxe von Gelenkknorpel- und Knorpelknochen- 
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defekten, zur Therapie, Prophylaxe und/oder Me- 
taphylaxe von Meniskus- und Bandscheibenerkran- 
kungen, zur kosmetischeri und/oder therapeuti- 
schen Behandlung von extraartikularen Knorpelde- 
fekten und/oder zur Therapie, Prophylaxe 
und/oder Metaphylaxe von Gewebedef ekten des 
Hautorgans zur medizinischen und/oder kosmeti- 
schen Anwendung. 

Verfahren zur Herstellung einer Zellpraparation 
nach einem der Anspruche 1 bis 14 , indem humane 
oder tierische Zellen, unter Zusatz einer die 
CD4 4 -Expression dieser Zellen aktivierenden 
Substanz bzw. Substanzgemischen kultiviert und 
an diese so vorbehandelten Zellen Hyaluronsaure 
und/oder deren physiologisch vertragliche Salze 
und/oder Spaltprodukte hiervon bindet . 

Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Kultivierung der Zellen uber eine 
Zeitspanne von 6 bis 15, bevorzugt 9 bis 11 Ta- 
gen erfolgt und dann die die CD44 -Expression ak- 
tivierende Substanz gesetzt wird. 

Verfahren nach Anspruch 2 0 , dadurch gekennzeich- 
net, dass man 12 bis 72 Stunden, bevorzugt 24 
bis 48 Stunden nach Zugabe der die CD44- 
Expression der Zellen aktivierende Substanz, die 
Hyaluronsaure und/oder deren Salze und/oder de- 
ren Fragment bindet . 



